@ BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAIMD 




I ' 

Ik . . 

© Off nl gungsschrift 
®DE 19718640 A 1 



@ Int. Cl.^: 

C 07 K 14/435 

C 12 N 15/12 r- 
//G01N 21/64,C12Q ^ 



1/68 



DEUTSCHES 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



197 18 640.8 
2. 5.97 
22. 7.99 



PATENT- UNO 




MARKENAMT 




(n) Anmelder: 


@ Erfinder: 


Wiedenmann, Jorg, 89231 Neu-Utm, DE 


gleich Anmelder 







o 

(O 
00 

o> 

Ul 

O 



Die folgenden Angaben aind den vom Anmelder einsereichten Unterlagen entnommen 

Rechercheantrag gem. Paragraph 43 Abs. 1 Satz PatG ist gestellt 

@ Anwendung einesorange-fluoreszierenden Proteins undweitererfarbigerProteine und derzugehorigen Gene 

aus der Artengruppe Anemonia sp. (sulcata) Pennant, (Cnidaria, Anthozoa, Actinaria) in Gentechnologie und 

Molekularbiologie 
@ Innerhalb der Artengruppe Anemonia sp. (sulcata) 

PENNANT warden vier verschiedene farbige Proteine 

charakterisiert: ein orange-fluures/ierendes Protein, ein 

rotes, nicht-fluoreszierendes Protein und zwei griin-fluo- 

reszierende Proteine. Die Charakterisierung erfolgte an- 

hand von spektralen und biochemischen Elgenschaften. 

Stabilitat, Molekulargewicht und spektrale Elgenschaften 

deuten auf eine Eignung dieser Proteine als Markersub- 

stanzen in Gentechnologie und Molekularbiologie hin. 

Das Anwendungsgebiet der Proteine und der dafur codie- 

renden DNA entspricht dem des grun-fluoreszierenden 

Proteins (GFP) aus Aequ orea victoria ( U S-Patent 5491 084) 

und erweitert dieses durch die Moglichkeit des Simultan- 
■ einsatzes der verschiedenen Proteine. 
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licschrcibung 
AnwctuliJtigsgcbicl 

5 Die Krfindung belrifft Protein und die zugchorigen DNA-Sequen/^n cnlsprechcnd den Anspruch 17. Das Anwen- 
dimgsgcbiei entspricht dem des grun-niiorcszierenden Proteins (vgl. US-Patent 5491084, 1996). Hauptanwendiing ist 
dcr Simuitancinsatz von griin- und orangc-duorcszicrcnden Proleinen. 

Stand der Technik 

to 

Anwcndung dcsgriin-fluoreszicrcn den Proteins (GI-P) aus Aequorca Victoria 

(Nach CLONTECH, 1996; vgl. auch CHALFIE et al., US-Patent 549 1084. 1996 

Das griin-fluoreszierendc Protein (GFP) aus der Qualle Aequorea victoria wiiti als rcvolutionares Reportermolekul ge- 
handflt, da es aufgrund seiner Fluoreszenz-Rigenschaften ohne zusat/.liche Co-Faktorcn oder Substrate nur durch Be- 
slrahlung niit UV- oder blaueiii Licht sichtbar gcmacht werden kann. Dadurch wcrdcn Studien an Icbenden Zellen inbg- 
lich. Gereinigtes GFP ist ein 27-kDa-VIonomer bestehend aus 238 Aniino.sauren. Die I'liioreszen/ ist stabil und Spezics- 
unabhangig. Verwcndet wird GFP und die codierende DNA wie folgt: 

Zur Herstellung von Fusionsproteinen als Marker von Genexprcssion, Genaktivitat und Proteinlokalisation in vivo, in 
.situ und in Echtyiiit <a\ALVm ei ai., 1994; PRASIRTR cl A.: 1 592; ir-?OUF. & TSU.II, 1994; WANG & HAZELRrGIIT. 
1994). 

Zum Studium von Zellinien (CHALFIE ct al., 1994). 

Als Eichsubstanz fur Spektroineicr und FWCS-Gerate (I-luorescence-Activatet-CcU-Sorter) (CLONTECH, 1996). 
Fur Mikioinjektionen in ZcUen und Gewcbe (n^OWlTiCH, 1996). 

Markiemng lebendcr Organisinen (z. B. Identifikation geninanipulicrtcr Ticre) Cl'RASIinR, 1995). 

Wcitcrc Anwendungcn 

GFP (indet weiterc Vcrwendung in physiologischcn Studien als "Wellenlangcniransforniator" im Zusaninienhang nrit 
der Calciuni-akdvicrten Bioluminszenz (A. TRliWAVAS ziiierl von G. SHn-TiRT in "Die Zcit" vom 17.10.1996) 
Protein Engineering (nach STFJPE & SKERRA, 1997) 

Durch Mutagenese des Wildlyp-GITs wurden Mutanten mit sechsfach starkerer Fluoneszenz erzeugt (S65T), sowie Mu- 
tanlen die eine rot verschobcne Anrcgung zcigcn, wodurch cine .siiiiullane Analyse zuni Ucispiel zwcier vcrschicdener 
Proniotoren in einer Zellc moglich gewotxien ist (GLIBI IT el al., 1995; IIEIM cl ai., 1995; DEI^GRAVE et. al., 1995) 

Slabiliialseigenschaftcn des grun- fluoresziercn den Proteins 

(Nach STErPIi & SKERRA, 1997) 

Die Huoreszenz des GFP ist erstaunUch tolerant gegeniiber Flitze (bis 65°C), Alkalien (pH 11), Detergenzien (1% 
SDS) Guanidiniuinchlorid (6M), Fixierung mit Fomialdehyd sowie vielen Protea.scn, und es zeigt iml^uoreszenzmikro- 
skop praktisch keinen PhotobleichefTekt (CHALITE et al.. 1994; WANG & IIAZELRIGHT, 1994). Dicse StabiUtat er- 
klfirt sich aus der Lagc der nuorophorcn Gruppc im Inncren des tonnenartigen Molekuls (p-Gan) (Yang et al., 1996). 

Bcdculung in der Litcratur 

(Nach S'lTin'H & SKERRA, 1997) 

Schon ein Jahr nachdeni C.TIAUTli et al. (1994) die Eignung von GlT'als biologischc Sonde zuin Studium dcr Gen- 
exprcssion und der Protcinlokalisaiion in Icbenden /.cllcn deinonsiricrtcn, wurden in cincin tJhersichtsartikcl 36 cxpcri- 
iiientellc Anwendungcn gcnannt (ClJUrrr el al.. 1995). 

Mehrerc VeroOenllichungcn in nahinhaticn Zcilschrittcn wic "Nature" und "Science" u. a. 
Ein komplettcs Sonderhcfl der /eitschrifl "Gene" /.uin Theiiia GFT (Six'cial Issue: I'luorescent Proteins and Applicati- 
ons. Gene 173, 1996). 

Mehr als 100 Zitate bci einer aktuellen "Medline"-Suchc iin Internet. 
Deswciteren: 

Popularwissenschaftliche Artikel (G. SEIFERTf in "DicZeil" vom 17. 10. 1996) 

Winschaftliche Bedeutung 

Gl-'P und eine Vielzahl a.ssozicrter I'rodukte wcrdcn von dcr I'irma Ciontcch unlcr Lizcnz dcr Columbia Univcrsital 
wcltwcit vertrieben. 
("lonicch 

! IX." Biotcchnologic (j nihil 
I'osttach 103026 
Tel.: 06221^0.1907 
l ax.: ()()221/.TO511 
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Heidelberg 

c-niail. icc-h@itc-bioiech.coin 
("olumbia rtuiovuiioii Mrilcrprisc 
Columbia University 

lingincering Terrace 363 - 
New York. NY 10027 
US-Paicni 5491084, 1996 

Nachtcilc dcs Stands dcr 'Ibchnik 

10 

S'chwierigkeitcn bcim Paralleleinsatz verschiedener GI'T- Variantcn 

Aufgrund dcrnahc beieinandcrlicgendcn Firnissions- und Anrcgungsspeklrcn ist cin I'aralleleinsatz dcr verschicdcnen 
GIT-Varianien in der Praxis (vgl. 4. 1 ) schwierig. 

15 

MolcktilgroBc 

or? isl mil cineni Molckulargcwichi von 27000 Da cin relativ groBcs Protein. Bci dcr Unicrsuchiing der Proteinloka- 
lisation durch (JFP-Fusionsproleine isl, vor allcm bci kicincn Proteincn, mil ciner Verfalschung der Hrgebnissc durcli das 
groSc Markerproicin zu rechnen. 20 

Anregungsspektruiii 

GFP wird durch UV- und blaues T.icht angeregi. In der Praxis wird ineistcns UV-Licht verwendei. Das cnctgiereiche 
kur/.welligc Licht ist slark zcU- und DNA-schadigend. Dies stellt eincn bedeutendcn Nachteil fiir cinen StolT dar, dcr 25 
hauptsachlich fiir Untersuchungcn in lebenden Zellcn verwendei wird. 

Aufgabcn dcr Erfindung 

IJczogcn aufda.s orange-fluoreszicrcndc Protein jo 

Die Aufgabe der lirfindung ist es, cin nuoreszicrendes Protein zur Verfugung zu stellen, das den bckannten GFP-Va- 
rianlen hinsichtlich Stabiliiat und Anwendbarkcit ebcnbiirtig isl. 

soU durch cin dcullich andercs Huorcszenzspcklruin auf verschicdencn Wcgen einfach von den GFP-Varianten un- 
lerscheidbar scin und .so cinen Paralleleinsatz dcr verschiedenen Proieine tnoglich niachen. 35 

Rs soil cine geringcrc MolekiilgrdRc a!s die GIP- Variantcn besitzen. 

lis soil in einem Wcllenlangenbcrcich anrcgbar scin, dcr ijchadigungcn von lebenden Zcllen und DNA ausschlicBt. 

Bezogen auf die GIT-Varianten 

40 

Die Aufgabe dcr lirfindung ist es, fluoreszierende Proieine zur Verfugung zu stellen, die den bekanntcn GFP-Varianten 
hinsichtlich Slabilitiit und Anwendbarkcit ebenbilnig sind. 

Sic sollen durch cin andercs Fluoreszenz.spckiruni von den bekanntcn GFP- Varizinten unterschcidfaar scin und so einen 
Paralleleinsatz der verschiedenen Proieine nioglich inachen. 

Sic .sollcn iibcr ihrcn Aufbau ziitn Vcrstiindnis dcr Phoiophysik fluorcszierender Proieine bcitragcn. 45 

Bezogen auf das role Protein der Tcnlakclspitzcn 

Die Aufgabe der lirfindung ist cs, cin IVotcin zur Verfugung zu stellen, die den bckannten GIP- Variantcn hinsichtlich 
Slabilitat ebenbiirtig isl. , so 

lis soli iibcr seincn Aulbau zum Versiandnis der Phoiophysik fluoa-s/ierender I'roteinc bcitragcn. 
lis soil als Lcilslruklur fiir die Ilcrslcllung cincs rol-fluoreszicrendcn l'n:)lcin.s dicnen. 



I xisung dcr Aufgabcn 

Bezogen auf das orangc-fluoreszierendc Protein 

Dicse Aufgabcn werdcn durch das orangc-fluoreszierendc Protein aus dcr Tenlakclunlersciie von Ancmonia sulcata 
PENNANT (var, rufcsccns) (Cnidaria; Anthozoa) gclQst. (vgl. Anspruch 1-7) 

Bezogen auf die Gl'P-Varianien 

Diese Aufgabcn werdcn durch die griin-fluorcszicrcndcn Proieine aus Tcnlakcln von Ancmonia sulcata Pl-NNANT 
(var. siiiatagdina, var. viridis und var. rufcsccns) (Cnidaria; Anlluv.oa) gcli'sl. (vgl. Anspruch 1 7) 

Bezogen aul' das rote Protein dcr Tcniakclspirzcn 

Dicse Adfgabcti werdcn (lurch das role I'roicin aus den Icnlakclspilzcn von Ancmonia sulcila PHNNAN T (var rcxsca. 
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var. siiiaragdina, var. viridis und van rufcsccns) ((.'nidaria; Aniho/.oa) gclost. (vgl. Anspruch 1 7) 

Viirlcilc tier I'TfirKluiig 

5 Bczogcn aufdas orange-fluorcszicrcnde Proicin 

Vortcile crwachsen aus dcr gulcn Eignung fiir cincn ParaJlelcinsalzes dcr fluoreszierendcn Proleine. Im Gegcnsalz zu 
bekannten Methoden kann auf gut dokumentierbare Wei se die lixpression und Aktivilal versciiiedener Gene gleichzeitig 
uniersucht werden. Dies gilt in selhen MaRe fur Studien von Proieinlokalisalion. Diirch diesen Paralleleinsaiz wird das 
10 Studiengebict drasliscli crweitert und bishcr nichi mogliche Untersucliungen werden maciibar. 

Aufgrund seines Anregungsspektruins ist das orange-fluorcszierendc Protein ebenso wie das griin-fluoreszierende 
Protein in Kombination iiiit der CaJcium-akiiviencn Hiolumineszenz in physiologischen Untersuchungen anwendbar. 
Vorteile erwachsen wiederum aus der Moglichkeit des Paralleleinsalzes der beiden Proleine. 

Die geringerc MolekiilgroBe von GFP ist bei der Ilersicliung von Pusionsproteinen von Vforteil, da das Fusionsprotein 
15 in der Gr6I3e dem zu untersuchenden Protein cher entspricht a]s beini liinsatz von GFP als Markerprolein. 

Die erweiterten Moglichen im Vei^leich verschiedener Zellinien, die der Parallelcinsatz von GFP und GFP bietct, las- 
sen auf Fortschrittc itn Bcreich dcr Tuiiiorforschung hoffen. 

Die Proteine kftnnen aufgnind ihrer deutlich untcrschiediichcn Anregungsspektren gleichzeitig oder cinzcln sichtbar 
gcmacht werden. liine getrcnntc visuelle Detektion dcr beiden Proteine bei geineinsanier Anrcgung ist auch durch den 
20 Einsatz von Farbfiltern inoglich, dcrcn Transini-ssionsbcrcich mil dein jewciligcn Protein-Eniissions-Spektrum uberein- 
stimmt. 

Eine weilcrer Vorteil ist die hohere Thcniioslabililat von OFT. Sie bietel einc weitcre Moglichkeit eincr getrennte De- 
tektion von OFP und GFP durch einc definicrte Hitzeeinwirkung, iiber die Fluoreszenz von GFP aus geschaltet werden 
kann wShrend die OFP-Fluoreszcnz bestchen blcibt, Dariiberhinaus sind weiteir; Vorteile zu vcnnulcn, z. B. bei Studien 
25 der Genregulation iin ZusatTiiiienhang mil FTilzeschock-Proniotoren. 

Das orange- fluoreszierendcn Protein bictet Vortcile gegeniibcr dem griin-fluoreszierendcn Protein, da es durch griines 
Licht anregbar ist. liine Bestrahlung niit Zell- und DNA-schadigendeni kurzwelligein Licht wie bei Verwendung von 
GFP wird iiberfliissig. Dies ist ziiin Bcispicl bei in Einsatz in Zellkulturen von entscheidendcin Vbrtcil. 

30 Hc/ogen auf die GFP-Varianicn 

Die neuen GFP-Varianten bieten im Gcgensalz zu den bekannten Varianten hichl die Vorteile des orange-fluoreszie- 
renden Protein.s, ein Simultaneinsatz mit den damit verbundenen Vorteilen isi dennoch denkbar. Daruberiiinaus kann cine 
Aufklarung ihrcr Struktur zurn Vcrslandnis der Pholophysik dcr nuoresziercndcn Proteine beilragcn und ein gczieltcs 
35 Prolein-Bnginecring emioglichen. 

Dczogcn aufdas role Protein dcrTcntakcIspitzcn 

DieFarbstabilital des roten Proteins deutci darauf hin, daB es ahnlich aufgcbauc i.st wie die fluoreszierendcn Proteine. 
40 liine gentechnisch erzeugtc rat-fluorcszicrcndc Variante ist deshalb denkbar. Diesc kcinnte ahnlich vorteilhaft scin wie 
das orange-fluoreszierende Protein. Daneben verspricht einc Slnjkturanaly.se cincn bedeutendcn Erkennlnisgewinn be- 
zUglich der Phoiophysik der fluoreszierenden Proteine. 

Ucschreibung derErfindung 

45 

Erfindungshohc 

Beweisanzeichen fur die crfinderische 'laiigkeii sind die dringende Nachfragc nach solchcn StolTen, sowie die Uber- 
windung von vcrgeblichcn Bcmiihungcn dcr Fachwclt cincn enisprechenden Stoff herzustcUcn oder zu finden. 
50 Die Erfindung fand wahrcnd eincr unbczahltcn Diplomarbcit stall, die 1P95/96 in der Abt. Okologie/Morphologic der 
Tiere (Bio. Ill) dcr Universiiai Uliu angcfertigi wurdc. Arbciicn zur weitcrgchcndcn Charaktcrisicrung des Molckuls 
wurden im Rahmcn dcr Disscrlalion in dcr Ablcilung Allgemcine '/oologic (Bio. I) dcr Univcrsital Ulni durchgefuhrt. 

Ncuhcii dcr Hrfindung 

55 

In cinetn zusatnnienfasscnden Artikel von (J. SRmiRT uberdic Anwcndung von GET in "DieZcit" vom 17.10.1996 
wurde nur die Honhung gcaulien, in Zukunft durch gcnlcchnischc Veranderung des CJFP orange- oder rot-fluoreszie- 
rende Varianten zu erhallen. 

Bei einer Internet-Recherche konnlcn nur VcrolTentlichungen zuin 'ITtcnia "GFP" gcfundcn. 
60 Fachleuie der Univcrsitat Heidelberg, die mil (iFT arbeiicn, wulJien nichts von dcr lixisicnz orangc-fluoresziercnder 
Proleine. 

In incincr Diplomarbcit wird nur von <lcr linldeckung der farbigen Proteine bcriclitct, nicht abcr von der lechnischen 
Anwcndbarkcil. 

f,5 I'unklionsnachweis dcr lirfindung 

liin sichcrcr I 'unklionsnachweis kann ncxh niciil crhrachl werden, da hicrzu die fiir die Proleine codicrendc DNA vor- 
licgcn rnuKlc. liine l.solicrung cntsprccliemicr Gciic isl CJcgcnsland dcr dcr/.ciligcn Arbcil. .Icdoch fuiin <lic li.xprcs.sion 
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itii Organismus unci die abgchildctc clcklrophorctischc Trcnnung in cindrucksvollcr Wcisc die liignung der FarbstofTc fiir 
diu gcnannien Anwcndungsgcbicie vor Augcn (vgl. Abb. 13 17). Aulgrund der Ahnlichkcil /.wischcn dein hcrciis in 
Anwendung befindliL'hcn CI-T iind dcin neiieti I'arbslolV OIP he/.iigi'di Ilerkiinfl. Slabililiit uiid GroBe der Molekiile 
sind kcinc grciScrcn Schwicrigkcilcn beiin liinsalz zu crwarlen. 

5 

Meihoden 

Herstellung von Rohextrakien 

Methodc 1 lO 

FUr die Untersuchung der FIuoreszenz-Eigenschaften wurden komplelle Tentakel mit alJen enthaltenen FarbstofTcn in 
Puffer (6.25 niM Tris/HCl; pFr7,5: 10% Glycerin) dutch Ultraschall homogenisiert. AnschlicGcnd wurden die Zcllfrag- 
inente abzentrifugien (15000 g; 4°C; 20 min) und der Uberstand weiterverarbeitet. 

15 

Melhode 2 

F'iir Untersuchungen der Fluoresz^nzstabilitat wiirde Gewebe in Anlehnung an Methode 1 in Puffer (6,25 niM Tris/ 
nCl) aufgearbeitet. 

20 

Melhode 3 

Zxir Bcslinuiiung dcs Molckulaigewichts wurdc das Gewcbc in Anlehnung an McJhodc 1 in rcdu/.icrendem Proben- 
puffer (6,25 inM THs/HCl; pH6,8; 10% Glycerin; 1% SDS; 200 tnM Mercapto-Rhanol) aufgearbeitet. 

25 

Untersuchung der FIuoreszenz-Eigenschaften 
Methode 4 

Nach Melhode I gewonncncr Rohcxtraki wurdc iin Fluorcszenz-Spcktroineter unlcrsuchi. 30 

Methode 5 

Nach Methode 1 gcwonncner Rohextrakt wurdc itn naliven Acryiainidgel (4%; pH6,8) aufgelrennt. Hine Emeuerung 
de.s Flcktrodenpuffers (25 niM Tris/IICl, pH 6,8) crfolgle im Absland von 30 ttiin. Die fluores/ierendcn Gelbanden wur- 35 
den unter UV-Licht (366 nm) aiisgeschniticn und in IlzO-bidesi iiberfiihrt um die FarbsiofFc aus dem Gel zu losen (20h; 
4°C). Nfach dem Abzcirifugieren der Gelrcstc wurde der Uberstand iiii Fluoreszenz-Spektrometer untersucht. 

Untersuchung der Slabilitat 

40 

Nach Melhode 2 gewonnener Rohextrakt wurde in Aliquole aufgcteiit. Diese wurden nach Methode 6-12 behandelt 
und anschlieUend iin nuoreszenz-Spektrotneter uniersuchl. Da das rote Protein der Ibniakelspitzen keine Ruoreszenz 
zeigt, wurdc der Erhalt der roten Farbc als Kriteriuin der Slabilitat gewahlt. 

Melhode 6 -JS 

Thcniiostabilitat 

1 .2 nil Aliquotc wurden in 2,5 ml Eppendorf-GcfaBen im vorgcwamiten Thcrinoblock crhitzt. (65°C/5 tiiin; 80°C/5 
min; 95"C/2,5 min) 50 

Melhode 7 

Stabilitiil gegcniibcr Detcrgenzien 

Die Probcn wurden mil SDS vcrselzt (lindkonzentration 1%). 

Methodc 8 

Slabilitat gegcniibcr pH-Extremen 

Die Probcn wurden mil MCI bzw. NuOH aurpl[5,5 hzw. pUll cingeslellt 

Mclliodt 9 

SlabitiiUl gcgcniiber frarnsiol't" 

Die IVohcn wurden mil iiarnsloirbehanciell (lindkonzenlrion 8M) 
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Mc!h<xic 10 
Siabililiil gcgctiiibcr Mu'rca|no-l'"lli;inol 
5 Die Probcn wurden mil Mcrcapio-Iilhanol bchandcll (lindkon/.eniralion 200 iiiM) 

Mclhode 1 1 
Fallung mil lilhanol 



10 



15 



20 



25 



Die Farbstoffe wurden durch Zugabe von zwci Teilcn ciskaliern lilhanol gefaJlt. Nach Abzentrifugieren (15000 g; 4°C; 
5 inin) und Verwcrfen des ijberstandcs wurde das Pclici in Pufier (6,25 iiiM Tris/H('l) gelost. 

Mcthodc 12 

S'tabilitat gegeniiber lipophilcn Substanzen 

Die Probcn wurden iin Vcrhalinis 1 : 1 tiiil Mincralol geniischi und geschiiileli. Nach IVennung dcr Phascn wurde die 
waBrige Phase untcrsucht. 

Phoiographischc )>.ikui;!'.'nl',''ion 

Fluoreszcnz in Elcklrophorcscgclen und itn Icbcnden Organismus wurde durch Bestrahlung mil UV-Lichl (366 nin) 
hervorgenifen und photographien. 



Bcstitnniung des Molckulargewichis 
Mclhode 13 

30 Aufrcinigung von OIV 

Nach Methode 3 gewonncncr Rohextrakl wurde itn 4%-Acrylaniidgel (pHG.S; 0„4% SDS) aufgetrcnnt. Eine Emeue- 
rung des Eleklrodcnpuffcrs (25 iiiM Tris/IK"!, pll 6.8; 1% SDS) crfolgie ini Absiand von 30 niin. Die orange-fluoreszie- 
renden Gelbandc wurde unlcr UV-r,icht (366 nni) ausgeschnilicn und in FfiO-bidesl ubcrfiihn, um den Farbstoff aus dem 
35 Gel zu losen (20h; 4"C). Nach derti Abzcnlrirugiercn dcr CJelrcstc wurde dcr Ubcrstand vakuumgetrocknet. 

Melhode 14 

Aufrcinigung von Gn*l/2 

40 

Die Farbstoffe wurden in Anlehnung an Mclhode 13 behandell. Iin Unterschicd zu Melhode 13 wurde dem Gel zusatz- 
lich Hamsioff (2M) beigeniengt. 

Melhode 15 

45 

Die durch Melhode 13/14 gewonncncn Hxlrakie wurden mil rcduziercndendem Probenpuffer (6,25 mM Tris/HCl; 
pIT6,8; 10% Glycerin; 1% SDS; 200 niM McrcaploHihanol) verselzl und 6 min bci 95°C crhiizl. Die eleklrophorelische 
Aufirennung crfolgie im 15%-Acrylamidgcl (0,4% SDS). Im AnschluB wurde eine Silberfarbung durchgefuhn. 

50 Mclhode 16 

Vorbenierkung 

Das GIT* aus Acquorca vicioria vcrlicn im dcnaluricncn Zusiand seine nuorcszenz, bchiilt jed(x;h .seine Absorjitions- 
55 eigcnschaflen bci (CHALMF; ci al.. US-Paicnl .5491084. 1996). Dies gill auch fiirGI Pl/2 undOI-T. 

Nach Melhode 3 gewonncncr Rohextrakl wurde enlsprcchcnd Melhode 15 behandell. lis wurden groBc Mengen ein- 
gcseizi (ca. 150 |jg Gcsamiproiein pro (Jelspur). Vor dcr F'ixierung des Cicls wurden die rotliche und die gtiinlichc Bande 
durch Anschneiden des Gels markiert. 

60 lirgcbnissc 

Unlersuchun^ dcr I 'luorcs/cn/.-liigenschaftcn 

Das oi angc-lluorcszicrciidc Proleiri 

r,5 

Die Unlcrsuchung dcr I'luorcszcnzspcklrcn des orangcn-nuores/.ierendcn I'arbslolTs aus dcr Teniakelunlcrseitc von 
Anciiionia sulcata PFNNAN T (var. rufcsccns) (vyi. Abb; 13 14:) crgiib die in 'lab. aut'gcfiihrtcn Dalcn (vgl. Abb. 1 4) 
Das Aiircgungsspcklruiii itii licivich iibor 600 iiiii liilil .sich tiiic dciii /.ur Vcrl'iigung slchendeii McHucrat niclil licsliiiiiiicn. 
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.Tc nach Probe kann die Peak-l'osiiion urn 1 2 nm von den angcgcbcncn Wcrten abweichcn. 

Die Unlcrschieiie iin 1. Anregungsinaximum zwischen den nach Melhode 1 und den nach Mclhodc 5 aufgcarbciieicn 
I'roben siiul wahrselieitdieh auf Wecliselwirkiingcn mil ileti griinlliiores/.ierendcii Proleinen in den naeli Melluxlc 1 he- 
handclicn Probcn /.uruck/.urijhrcn. 



Tab. 1. 

SfJeklrale Charakleristika dcrOl-I'-l'luoreszcnz 



lAuferbeit 
lung nach 


Anregungs- 
spektnm 


Anregungs- 


Emissions- 
spektrum 


Emissions- 1 


gemessea bei einer 
Emiisioa von 650 nm 


Maxima 


Schulter 


gemessen bd einer 
Anrtfmnf^v. 540imi 


Maxima 


Schulter 1 


Methode 1 


310->600nm 


363nm 
574nm 


ca.536nm 


550-750nm 


595nm 


650nm 


Methode 5 


310- >600nm 


337nm 
574nm 


ca.536nm 


550-750nm 


595nm 


650nm 
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Vergleich 0¥P GPP (S65T-IIis) 

Ein Vergleich dcr Anrcgungs- und Eiiiissionsspektren von OFP mil dcncn der bekanntcn GTP-Mutante S65T-IIis 25 
(FrniM ct al., 1995) zeigi die Vorieile von Ol'P und die liignung fiir eincn Simullaneinsat/. bcider Protcine (vgl. Abb. 
5-6) 

Die griin-lluorcszicrcnden Proteine 

30 

Die Untersuchung dcr ] "luorcs/.cn/.spcktrcn cincs (jcriiischcs dcr grun-fluores/.icrendcn l arbslolTc aus Aneiiionia sul- 
cata PENNANT (var. rufesccns-Tcntakelunterseite; var. sinaragdina-Tentakel; var. viridis-Teniakcl) (vgl. Abb. 13-16) 
ergab die in Tab. aulgefiihrten Daicn (vgl. Abb. 7-10) 

Bewcis dafiir, daB es sich um cin Cemisch aus zwei I'arbstoffen handell, ist das variable Vcrhaltnis der Htnissionspcaks 
zueinander bei: 35 

A) Anregung bei verschiedencn Wcllcnlangen 

B) Bei untcrschiedlichcn Individucn einer Vjfieiat 
C") Bei Proicascvcrdau 



Je nach Probe kann die Peak-Position uiii 1 - 2 nni von den angegebenen Wcrten abweichcn. 

Tab. 2 

vSpekiralc ('haraktcrisiika der Gl*T-Fluoreszen/. 



40 



Aufarbeit 
ungnach 




Anregungs- 
spektrum 


Anregungs- 


Emissions- 
spektrum 


Emission- 
maxima 


gemessen 1« einer 
Emission von 350 nm 


Maxima 


Schulter 


gemessen bei einer 
Anregung V. 440nm 


Methode 1 
Methode S 


AS-GFPl 


345-590nm 


363/480nm 


455nm 


470-650nin 


499nm 


Methode 1 
Methode 5 


AS-GFP2 


345-590mn 


402/51 Inm 


7 


470-650mn 


522nm 
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Vct^lcich Ai>-Gr''Pl/2 -GPP(S65T-Hi.s) 

Ein Vergleich der Anrcgungs- und Etiiissionsspckircn von AS-(jH'l/2 iiiit dcnen der hckannlen GIT-Mulanle S65'F- 
1 lis (lllilM ct al., 1995) zeigl die Eignung lur eincn Siniultancinsalz bcider ftoteinc (vgl. .\bb. 11 12) 

Das rote Protein der 'rciilakclspiizcn 

Die Tcnlakclspil/cn von Anenionia sulcata PENNANl' (var. rulescens; var. stnaragdina; var. viridis, var. rosea) crhal- 
len ihre I'arbc (lurch ein rotes Protein. Dieser I 'arh.siolTschcinl iin Icbcnden llcr /.ii lluorcsziercn (vgl. Abb. 16). fin Fltv 
inogcnisat bleibl die role I 'arbc criiailcn, jcdocli liilll sich keiiie 1 luoics/.enz s|ieklromclrisch iiacliwci.scn. 
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Slabililiii (icr farbigcn Prolcinc aus Ancmonia sulcata PHNNANT 

Die Pmluiric wiirilfii n:icli <1lmi McliiDiicii 6 12 bulianilcll. Die l-rgebfiissc sincl in Tab. clargcslclil. Sic gcbcri <Icm Pro- 
/.cnisai/.dcr Muorcszcn/.-Inicnsiiai (cps) an, dcr nach dcr Bchan<iiung itii Vcrglcich zu cincr unbchandelicn Rcfercn/. ge- 
5 iiiessen wurde. Tcilwcisc fiihrte die Hehandiung zu eincr Verschiebung dcs liinissionsinaxiinuius. Die ncue Peak-Posi- 
lion isl dann in KJaninicm angcfiihrt. Iin FaU dcs roien Pmicins (RP) aus den Tcntakelspiizen wurde der Erhall der roten 
Farbc im Homogenisal als Krilerium gewahll und isl durch (+) odcr ( ) gekennzcichnel. 

Tab. 3 

10 

Stabilitat der Fluorcszenz / Farbc dcr farbigen Protein aus Ancmonia sulcata 



Behandlung 


65°C/5min 


80°C / 5min 


95°C/2,5nun 


1%SDS 


SMHamstoff 


OFP 


100% 


75% 


20% 


15% 


79%(600nm) 


AS-GFPl 


90% 


4% 


1,5% 


35% (502nra) 


99% 


RP 


(+) 


(+) 


(+) 


(+) 


(+) 




Behandlung 


pH5,5 


pHIl 


200mMMer- 
capto-EtOH 


EtOH-Fal- 
lung 


Mineraldl 


OFP 


30% 


6% 


90% 


30% (592nm) 


100% 


AS-GFPl 


35% 


20% (509nm) 


96% 


34% 


100% 


RP 




{-) 






(-»-) 



30 Molekulaigcwichic 

Nach den VTclhoden 13 und 14 warden die farbigen Proteine nicht voUstandig dcnaturicrt. Die FIuoreszcnz/Farbe 
bleibl erhalien. Auf diesc Weise konnen die Farbstoffe iin Gel deickticrt werdcn. Hs wurdcn scheinbare Molckularge- 
wichte > 40000 Da enntttclt. Fine riioglichc Erklarung hicrfiir isl, daJ3 die Farbsloffc unter diesen Bcdingungen als Oli- 
35 goniere vorlicgen. 

Nach den Meihodcn 15 und 16, durch wclchc die Proteine vollstandig denaturiert warden, wurde Fur OFT ein Mole- 
. kulargewicht von ca. 22000 Da eniiiitclt. AS-G?'Pl/2 bcsitzen ein Molckulaiigewicht von 27000 Da. Diese Obereinstim- 
niung mil dem Molekulargewichl bekannter GI*P-Varianten deutet daraufhin, daB die verschiedencn I'luoreszenzspek- 
tren,durch Austausch cinzelner Aininosauren in der Priniarstruktur zustande fcoiniiien. 
40 Das Molekulargewichl des RP im voUstandig denaturiertcn Zustand wurde noch nicht emiittelt. 

Zur Sysiernatik von Aneinonia sulcata (PFNNANT ) - Verbreiiung; Varieiaten; Vorkonunen fluoreszierender Proteine 

Vorbcnierkung 

45 

Dcr syslcniatischc Tcil ist ausfiihdich gchaltcn, uiu irolz beslehendcr Unklarheiten in dcr Litcratur bezijglich der sy- 
sleniatischcn Stellunj> von A. sulcata cine sichcrc '/uordnung dcr nuorcszierenden Proteine zu bestiiiimten Varietatcn/Ar- 
ten zu eniioglichen. 

50 Okoiypun 

Ancmonia sulcata O'F.NN W '.'l fG^idiiri :•, Anil'. voa"), die Wachsrosc. 's'. eim; Iv.iufiyc Ik'wohncrin von Harlbixlen in 
Atlantik und Mittelniecr. In dcr englischsprachigcn Literaiur wird das licr untcr dem Synonym Ancmonia viridis 
(I'ORSKAL) gcfiihri. Weiicre Synonynie (indcn sich untcr 2.3.4. Die Ticrc bcherbcrgen in ihrcr Fndodennis symbionli- 
55 schc Algen (Zooxanlhclkn). Dcr allgcincinc Habitus wird von GOSSB (1860), ANDRKS (1883) und SOIMrUT (1972) 
bcschriebcn. 

SCIIMIDT(1972) unicrscheidci im Miiiclmecr zwei Okotypcn: Ticre vom Okotyp I besiizcn bis 192Tenlakelundei- 
ncn FuBscheibendurchincsscr von 2 -5 cm. Sic leben haufig in Kolonien. Dire Verbrcitung reicht bis in 5 in Ttefc. Okolyp 
U besitzt ca. 192 Tentakcl, hiiulig bis 384 und einen I-uBschcibendurchinesscr bis 15 cm. Die I'lcrc konunen soUtar in 

60 Ticfen zwischen 3 und 25 m vor. WUliDFNMANN (1996 und unveroffcnilichl) fand Okolyp I an cinz^lnen Siandortcn 
bis in 25 m Ticfc. Okolyp FI findci sich hingcgcn in wcnig cxponicrtcn Ilabilatcn .schon ab 0,5 in Wasscrticfe. Nach WfH- 
DHNMAN (1996 und unvcrotl'cntlichi) lasscn sich die Ticrc untcr Ikriicksichtigung dcr Paraiiiclcr FulJschcibcndurch- 
iiiesscr, 1 nschgcwicht, Tentakelzahl, Tcntakclliingc, Mundschcibendurchmcsscr, Kcirpcrhohc und Koloniebildung iiu 
l 'rciland(cnlspr. vcgclali vcr Vcrnichiuiig) in drci llauplgruppcn cinlcilcn. Ticrc der Gruppcn 1 und H cnlsprcchcii ilciibc- 

6.S kanntcn Okoiypen I und [1. Aufgrund ihrer Mcrkmalskombinalion wcrden die ik-re dcrGruppc lU cinciii nciicn Okolyp 
nr zugcordncl (vgl. Tab. 1). Typ III land sich hishcr aiisschlicBlicii in Rockptxils. Nach dcr gangigcn Dcfinilion von 
SCITMIDT (1972) sind Ticrc dcs Okotyps IH aufgrund dcr Tcnlakclzahl und dcr Ichicndcn vcgcialivcn Vcrinchrung am 
chcslcn Okolyp II zuzuordncn. 
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C'liaraktcrisiLTuiig dcr Okolyperi nacli <1ltii II;ihilu.s 



Oko^ 


FuBsch. -0 


Frischgew. 


Tentzahl 


Teatlange 


Mundsch.-0 


KCrperh. 


KoLbilA 


I 


1,5-4,5 cm 


5-50 g 


40-190 


3,5-7 cm 


2,5-5,5 cm 


2-4,5 cm 


(+) 


n 


7-10 cm 


125,3-297g 


174-327 


10-19 cm 


6-9 cm 


7,5-9 cm 


(-) 


in 


3,5-5 cm 


30-70g 


264-348 
cm 


5-<5,5 cm 


5-6,5 cm 


2.5-5cm 


(-) 



Farbvariclaicn 

Bereiis I860 bcschrcibt GOSSIi Farbvariciaien der Wachsrosc. Dcsglcichen nennl ANDRIiS (1881, 1883) verschio- 20 
ticne V'aiieiaicn. Rci iii<;'---o Reschreibungen w'ud leilwcise (iOSSE (1860) zilierl, leil'.veise wcrcJen Synonyms ge- 
braucht, Dariiberhinaus wcrticn bestimnite Varielaten erstmals genannl. Bine Zusainmenfassung dieser Arbciten findcl 
sichbei PAX (1962). 

VAI^ENTTN (1 986) inachi allein die Zooxanlhellcn fiir die Farbung der 'Here verantworilich. 

Eine Abhangigkeit der f-arben von der Belichtung iin Habitat bzw. vorn unterschiedlichen Zooxanthellcngehalt .sieht 25 
SCHMIDT (1972). 

WIEDENMANfN (1996) konnic erstmals zeigen, daB sich die Itntakelfarbe aus zwei Koinponenten zusaininensetzt: 
Aus Brauntdncn, die durch die ZooxantheUen hervoi^erufen werdcn und aus Rot-und Ciriintdnen, die von genetisch fi- 
xierten Pigtncnten des Tiers hcrrilhrcn. 

Die Rot-und Griinione der Teniakel werdcn durch zwei griin-fl uorcszierende Proicine (AS-GFPl/l), cin orange-fluo- 30 
reszicrendcs Protein (Of-P) und cin rotes Protein (RP) ini Cytoplasma der Hctodenniszellcn des 'ficres hcrvorgerufcn. 
DicIvOkalisation iin Tcntakel wird in Tab. 2 behandelt. Dersubjektivc Farbeindruck entsteht also aus ciner Mischung der 
Proteinfarben und der Zooxanthellenfarben. 

Die Intensitat der braunen Grundfarbung ist stark variabel, da der (Jehalt an Symbiontcnpignient in hohem MaB von 
verschiedenen Utiiweltfaktonen abhangig ist (WrRDiiNMANN; 1996). In ahnlichem Ma6e variicrt die Konzenttation 35 
der fluorcszierenden Proteine itn Tlergewcbc in Abhangigkeit von der Lichtqualilat im Habitat (WIEDENMANN, un- 
veroffentlicht). Diesc neuen Untersuchungen zeigen, daB es sich bei den nicistcn beschriebencn Farbvarictaten urn um- 
weltbedingte Modilikaiioncn von wcnigen echtcn Varietaten handelt. Diese lasscn sich nach deni Vorkominen der farbi- 
gen Proteine und der Zugehorigkeii zu cinem Okotyp gliedem (vgl. Tab. 5) 

40 
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Syslciiialischc Sicllung von I'arbvariciaicn und Okoiypcn 

SAIJI'R (1984, l')86) konnlt: nacliwciscii, ilaB es sicli hci v;ir. vulgHris unci var. riislica iiin eigciistiindige Arlcii han- 
dcll, die cr ills Ancmonia sulcala und Ancmonia mstica bczciclinci. liinc Sicllung als cigcnslandigc Arlcn vcniiuicl cr 
auch bei andcren I-'arbvariclalcn. Dicse Klassifizicrung isl mcincrMeinung nach richiig, muS aber walirschcinUch auf die 
verschietlcncn 6kolypen ausgedehni werden, so daC jeder Okotyp einer Farbvariciat eine eigenc Art darstellt. Nach die- 
scr Sichtweise liandcll cs sich bei Ancmonia sulcata (PENNANT) ujn cine Artcngruppc mil inindcstcns acht Arlen. 

Allgenicinc Verbreitung fluoresziercnder Proieine 

Das GFP ist innerhalb dcr Staninie Cnidaria und Qcnophora weit verbrcilet und fand hauplsachlich irn Zusanunen- 
hang mil Biolumineszenzcrscheinungen Beachlung (vgl. Morin 1974). Von Fluoreszenz innerhalb der Aclinaria ist we- 
nig bckannt. Ailcin TARDBNT (1979) berichtet, dafl die Tentakcl von A. sulcata ein rotliches Leuchten bei Bestrahlung 
niit UV-Licht zeigen. Eiste Sichtungen von Bildmaterial und Literatur deuten darauf hin, dafl die in voriiegender Arbeit 
beschriebenen Proteine OFP, AS-GFPl/2 und RP in weiteren Spezies der Actinaria zu finden sind und btsherdie Fluo 
reszenz-ZFarberscheinungen aufgrund der fehlcnden Luraincszcnz iibersehen wurden. Ein Vforkommen innerhalb andener 
Ordnungen und KJassen der Cnidaria und Ctenophora istcbenfalls wahrschcinlich. 

vSynonyma 

Vorbcmerkung 

lEer findct sich einc Saiiimlung von synonym gebrauchten Namen von Ancmonia sulcata PFJ<rNANT, die nach Zii- 
sainnienfassungen verschiedener Autoren erstcllt wurdc. 
Nach ANDRES (1883): 

1) Urtica cinetea: RONDELET (1554), lib. 17, cap. 16, p. 529. 
Urtica secunda sive cinera Rondeletii: GESNER (1560) 
Urtica cinera Rondeletii: ALDROVANDI ( 1 606), p. 567. 
Urtica cincrca: JONSTON ( 1 650), p. 72, 1.18. 

Urtica marina .saxo-innaia: AI.DROVANDI (1606), p. 568. 
Urtica marina saxo-innata: JONSTON (1650). p. 72. 1. 18. 
Hydra icnlaculis denudatis: GAliRTNliR (1762), p. 78, t. 1, f. 1. 

2) Priapus viridis sp. n.: FORSKAL (1775), Descript., p. 102, [cones, i. 27. f B. h. 

Actinia viridis: GMELIN (1788-93), p. 3134; BRUGUIERE (1789), n. 13, t. 72, f 8. 9; DLAFNVnXE (1830), p. 291, t. 
32; BLAlNVn^LE (1834), p. 325; LANTARK (1837). p. 541 Comactis viridis (Forsk.): Vm.Nli EDWARDS (1857), p. 
236. 

Actina viridis (Gmei.): GRAVENTIORST (1831), p. 115. 
Actina Enztacamea gracilis: II. & E. EHRENBERG (1834), p. 36. 
Actina viridis (Gmel.): IIOI-LARD (1854), p. 633. 
Actinia viridis O'orsk.): HELLF.R (1868), p. 17. 

3) Actinia sulcata n. n.: PENNANT ( 1 766); BRUGUIERE (1789), n. 10, t. 73, f 1,2; PENNAKT (1812), p. 102. 
Actinocereus sulcatus (Penn.): BLAINVnXR (1830), p. 294; BLAINVILLE (1834), p. 327 

Gefurchte SeenesscI: OKEN (1835). vol. 2, Part 1, p. 168; LAMARK (1837), p. 541. 

Anemonia sulcata (Penn.): MILNIi EDWARDS (1857). p. 233, t. 1. f l.Actinia sulcata n. n.: PENNANT (1766); BRU- 
GUniRE (1789). n. 10. i. 73, f 1.2; PENNANT (1812), p. 102. 
Actinia sulcata (Penn.): TFiMPLElX)N (1836). p. 303. 

Anemonia sulcata (Penn.): FISCTIFR (1875), p. 5, p. 205. p. 1207; Id. p. 373. 
Anemonia sulcata (Penn.): JOURDAN (1880). p. 25. 
Anemonia sulcata (Penn.): ANDRTiS (1880). p. 312. 

4) Actinia ccrcus (lill.): ELLIS & SOLANDER ( 1786), p. 2. 
Hydra ccreus: GIVTF;L[N (1788-93), p. 3867. 

Actina cercus (Hll.): RAPP (1829), p, 56, i. 2. f. 3. 

Actinia nmacmaca Ccreus: liMRENBIiRtJ ( 1 834), p. 35. 

Actinia ccrcus (Ell. & Sol.) (Ilcxastcphanus): BRANDT (1835), p. 12. 

Actinia ccreus (Ell.): MAKH-NS (1838); GRUBE (1840), p. !!■ 

Anemonia cereus (Ell. & Sol.): CJRUBE (1864), p. 106. 

Anthea ccreus: HASSALL (1841), p. 286. 

Anihca ccrcus: THOMPSON (1841), p. 481; 'HIOMPSON (1843). p. 284; mOMPSON (1856); TIIOMl'SON (1858). 
p. 232. 

Ancmonia ccrcus sp. n.: CONTARINI (1844). p. 169, t. 16, 17, 18,f.a,b. 19. 
Ancmonia ccrcus (Com.): ViiRANY (1846). p. 83; VliRANY (1862). p. 98 

Amhea ccrcus (Gaert.): COUCH (1838). 111. p. 81, t. 14. 12; CONCll (1841). p. 34; COCKS (1851), p. 10, t. 2. t23. 27; 
.JOHNSTON (1847), p. 240, i. 44 

Aciinia ccrcus: Mn,NI- EDWARDS in CUVIl'R (1849): I. 61. f 1. 
Anihca ccrcus (.John.): MILNE F.DWARDS ( 1 851 ). p. 8. 
Amhca ccreus ((Jacri.): LANDSBOROUCIH (1852). p. 258. 

Amhca ccrcus: GO.SSE (1 8.5.5). p. 27. f 37: (iOSSE (1858). p. 416. (lOSSi; (1860). i. 5. I 2. 
Anihca ccrcu.s: LliWIiS ( 1 860), p. 17. 
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Anihca ccreus: JORDAN (1855), p. 
Anihca ccreus (Actinia) (I'll. & Sol.). SARS (1857), p 34. 
Anihca ccreus (Hll.): WRIGHT PF.RCl-VAI. (1858). p. 120. 
Anihca ccreus (John.): GRUBl- (1861), p. HI c p. 166. 
5 Anthca ccreus (John.). JOrTNSON (1861). p. 301, JOIINS'ON(I862), p. 180. 
Actinia cereus (Ell. et Sol.): HELLER (1868), p. 10. 

Actinia crassicomis (Lin.): DliLLR (,TnA.ni (1825), v. 2, p. 228, 241, i. 16, f 4, BLAINVn,LE (1830), p. 292; 

BLAINVILLE (1834), p. 326. DHLLE CI-HAJIi (1841), v. 4. p. 125, v. 5, p. 137, t. 152, f 4, 9. 

6) Anemonia vagans sp. n.: RISSO (1826). p. 288; Br^INVn.LE (1830), p. 292; BLAINVIIXE (1834). p. 326; 
10 MILNH 1-D WARDS' ( 1 857). p. 234. 

Anemonia edulis sp. n.: RISSO (1826). p. 289, BLAHWn.LE (18.30), p. 292, BlJ^INVnXE (1834), p. 326. 

Actina flagellifcra sp. n.: DANA (1849), i. 1, f. 1. 

Comactis flageUifera (Dana): MILNE HOWARDS (1857). p. 236. 

Entacmaea phaeochira sp. n.: SCHMARDA (1852), p. 16, 1. 5, f 1, 2. 
15 Actinia phaerochira (Schni.): HELJ.ER (1868), p. 11. 

Anthea gigantea sp. n.: (WETLAND), p. 38. 

Nach MANUEL (1988): 

Anemonia sulcata: STEPHENSON (1935), p. 124; CALGREN (1949), p. 50. 
Anemonia viridis (Forskal). MANUHL (1988). p. 102. 

20 
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55 Patcnlanspruchc 

1 . Proteine aus der Artengruppe Anemonia sp. (sulcata) PENNANT bzw. aus Arten, die mil Synonyiiien bezeichnct 
wcrdcn. dadurch gckennzcichnet. claB sie: 

A) bei Bestrahlung niit UV-Licht (366 nin) orange fluorcszicren. 
60 B) bei Bestrahlung mit UV-Lichl (366 nin) griin fluorcszicrt;n. 

C') in den TentakcLspitzcn vorkoiiimcn und dicsen cine role Farbc vcrlcihen. 

2. I'roteine. unabhiingig voni 1 Icrkunllsorganisinus, dadurch gckennzcichnet. daB sic: 

A) ein ungclahres Molckulargcwiclit von 22000 Da bcsitzcn und in Puller (6,25 iiiM Tris/HC'l; pH7,5; 10% 
Glycerin) cine I'luorc.szcn/. mil cineiii Eiiii.ssionsmaximuin zwischen 592 599 nm aufwciscii und dicsc l-'luo- 
65 rcs/.enz nach llilzceinwirkung (80''C75 min in 1,2 ml Puffer (s. o.)) nocli nacliwcisbar ist. 

U) cin Molckulargewicht von 27001) Da besiizen und in Puffer (6.25 tiiM TrisAICI: plI7,5; 10% Glycerin) 
cine I 'luorcs/.cnz mit cincm EmissionsmaNiiiium zwischen 497 .500 nin bzw. zwischen 521 -523 nm aul'wci- 
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(,') cine rote liigcnfarbc bcsii/cn, die bei cincr l-'iillung mil l-.tOIF crhaltcn blcibl und naeh Hil/xx'inwirkung 
(80"(,75 iiiin in 1,2 ml PiilTcr (s. o.)) ncx'h nachwcishar isi. 

3. DNA-Scqiicn/i;!!. dadurch ^ckcnnzuichriel, daB sic diu iinier oitiuni dur vorlicrigeri Anspriiclie gcnaiintcti Prey 
Icine codicrcn. 

4. DNA-Scqucnztn, dadurch gekennzcichncl. daB sic durcli kiinslliclie Vcrandurung finer dor unlcr Anspruch 3 gc- 5 
nannien Scquenzen er/eugt wurden. 

5. liinc tcchnischc Anwcndung cines Proteins bzw. ciner DNA-Scquenz dcr in cinciii dcr vorherigcn Anspriichc gc- 
nannten Proteine oder Sequenzen gemaB US-Paten 1 549 1084. 

6. Hine simukane Anwendung inehrerer Proteine bzw. DNA-Sequenzen dcr in eineiii dcr vorherigen Anspriiche ge- 
nannten Proteine odcr Sequenzen geinaB US-Patent 549 1084. lo 

7. Eine simultane Anwendung eines oder inehrerer Proteine bzw, DNA-Sequenzen in Konibination mil den in US- 
Patent 5491084 beschriebenen Protcinen/Sequenzen. 
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12.1 AbbUdung 1-3 
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AU».l: Anr^angBspeidnim von OFP (Au&beitung nach Mdfaode 1) 



I 

n 
t 

n 
a 

. 1 

«* 












( 

F 
• 

) 












■ 




■ ■ UawitlaMrth Cm) 







Altb.2: EmissionsapdEtnim vtm OFP (Au&itMitiiqg dadt Mediode 1) 
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Abb J: Anregungs^ktnim von OFP (Aufinbeitung nach Methode 5) 
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12.2 Abbildung4-6 




Abb.4: EmissioiBspektnim voq OFP (Au&ibeitiing nach Metiiode 5) 
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AbhJS: Antegungsspektrum von OFP (I) (Aufiibeitung nach M^ode 5) und 
(S65T-His>GFP(II) 




Abb.6: Emisaionsspcktnnn von OFP (I) (Aufarbeitung nach MeShode 5) 
(S65T-His)-GFP(II) 
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12.3Abbildung 7-9 
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Abb.7: Anregungsspckttum von AS-GPPV2 (Aufeibeitung nach Methods 1) 




AbM: Emissionsspeklium von AS-GFPl/2 (Aufiirbcituttg nach Methode 1) 
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Abb.9: Anregungsspektrum von AS-GFPl/2 (Aufarbeitung nach Methode 5) 
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12.4 AbbUdung 10-12 




Abb.lO: Emissicmsspdctiuin von AS-GFPl/2 (Auferbdtung nach Mdhode 5) 




Abb.!!: Amegungsspoktnim von AS-GFPl;^ (I) (Au&ibeitung nadi Mettiode 5) 
und (S6ST-BSs)-CaFP (II) 
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Abb.l2: Emissionsspektnim von AS-GFPl/2 (I) (Auferbeitung nach Methode 5) 
und (S65T-Hiii)-GFP (H) 
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Abb.l3:Tier voa unten Abb.l4: Tier von. obea 

Abb.l3/14:Voi-konunea von OFP und AS-GFPl/2 in A.sulcata (var. mfescens), Beleuchtung m. UV (366nm) 




Abb.15: A. sulcata (var. stnaiagdina) , Vorkommen Abb.16: A. sulcata (var. smarageiina), Vorkammen des 
von AS-GFP 1/2 Beleuchtung mit UV (366nin) rotcn Proteins in Tcntakelspitzen 




Abb. 17: Auftreruiung von Rohextrakten aus ,4. sulcata (var. smaragduia) (1) 
\xni A.sukatu (var. rufescens) (11) nachMeUiode 13. Beleuchtung mitUV 
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